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RESUMEN 
La salmonelosis es una de las enfermedades de transmisiones alimentarias 
más comunes y ampliamente extendidas, y cada año provoca decenas de 
millones de casos patológicos en todo el mundo.  El control de Salmonella 
en los animales, es considerado como uno de los principales agentes 
zoonóticos,  es un ejemplo de la gran transformación que está sufriendo el 
sector de la producción animal en su búsqueda por  nuevos estándares 
sanitarios.   
Se analizaron 60 muestras de harinas de pescado de diferentes plantas 
industriales procesadoras de las localidades de Chicama, Huarmey e Ilo.  , 
de las cuales 36 muestras fueron inoculadas de manera aleatoria con un 
mix de cepas tales como Salmonella entérica y  cepa no objetiva como E. 
coli, también se analizaron  muestras control para confirmar la inocuidad de 
estas. Se analizaron las muestras con  el método ISO 6579:2002 y en 
paralelo el método propuesto MERs. Se obtuvo  que  para ambos  métodos 
los parámetros estadísticos no variaron; sensibilidad y especificidad tienen 
un 100%, desviación positiva (falsos positivo) - desviación negativa (falsos 
negativos) un 0% y una exactitud relativa de 100%. Los resultados sugieren 
que el método propuesto MERs puede usarse como un método de 
detección para Salmonella entérica en harinas de pescado. 
 
 
Palabras claves: Salmonella entérica., validación, MERs. 
  
ABSTRAC 
Salmonellosis is one of the most common and widespread food-borne 
diseases, and each year it causes tens of millions of pathological cases 
worldwide. The control of Salmonella in animals, is considered one of the 
main zoonotic agents, is an example of the great transformation that the 
sector of animal production is suffering in its search for new sanitary 
standards. 
Sixty samples of fishmeal were analyzed from different industrial processing 
plants in the localities of Chicama, Huarmey and Ilo. , of which 36 samples 
were randomly inoculated with a mix of strains such as enteric Salmonella 
and non-objective strain such as E. coli, control samples were also analyzed 
to confirm the innocuousness of these. Samples were analyzed with the ISO 
6579: 2002 method and in parallel the proposed method MERs. It was 
obtained that for both methods the statistical parameters did not vary; 
Sensitivity and specificity have a 100%, positive deviation (false positive) - 
negative deviation (false negative) 0% and a relative accuracy of 100%. The 
results suggest that the proposed method MERs can be used as a detection 
method for enteric Salmonella in fishmeal. 
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I. INTRODUCCION 
Los análisis microbiológicos de materias primas usadas en la elaboración 
de alimentos para animales, son importantes para garantizarles a los 
comercializadores, compradores y consumidores que estos se encuentran 
libres de microorganismos que puedan alterar las características 
organolépticas e inocuas del producto. Con estos análisis se puede detectar 
agentes patógenos, causantes de enfermedades. Por tanto, es cuando 
radica la importancia de los análisis microbiológicos asegurando la 
calidad de las materias primas evitando que se conviertan en vehículo 
de enfermedades como la salmonelosis, entre otras enfermedades de 
transmisión alimentaria. 
La salmonelosis, es causada por la bacteria Salmonella; esta es una de 
las enfermedades de transmisión alimentaria más común y ampliamente 
extendida por todo el mundo (OMS. 2013), y afecta tanto al hombre como 
a los animales (OIE. 2008). 
Diversos factores ambientales y de manejo se han relacionado a elevados 
niveles de Salmonella en la población animal (Márquez, 2008). En muchos 
de los casos la infección se le atribuye a la ingesta de agua o alimentos 
contaminados con Salmonella (Figueroa, 1984), ejemplo de ello es que los 
animales se pueden infectar cuando son alimentados con piensos 
contaminados (Andreoletti, 2008) 
Para controlar el incremento de este tipo de enfermedades, se han 
implementado normas alimentarias que establecen niveles permisibles o 
ausencia de determinados microorganismos en los alimentos, esto ha 
obligado a las industrias y a los comercializadores de alimentos a realizar 
análisis microbiológicos a sus productos. Desafortunadamente para ellos 
el análisis para la detección de Salmonella spp es bastante largo y 
dispendioso. Los métodos microbiológicos tradicionales considerados de 
referencia, utilizados actualmente para la detección de Salmonella spp. 
requieren de diversas etapas de análisis hasta llegar a la confirmación del 
microorganismo 8 a 14 días después de realizar la toma de muestra. Este 
tiempo causa retrasos en la utilidad de la materia prima empleada para 
elaborar los piensos, ocasionando pérdidas económicas en las 
empresas, es ahí  cuando radica la importancia y necesidad de emplear 
métodos alternativos de análisis. 
La validación de métodos y tecnologías para la detección y aislamiento de 
Salmonella spp.en alimentos propone ventajas frente a los métodos 
tradicionales o de referencia, como son la rapidez, automatización e 
interpretación de resultados (Fornés, 2008). Sin embargo, antes de hacer uso 
de un método propuesto como una alternativa este debe ser validado para 
garantizar que el ensayo es útil para el fin que se quiere validar y que se 
obtienen resultados confiables y comparables con los obtenidos por el 
método de tradicional. 
El presente trabajo se realizó con el fin de validar el método de ensayo 
rápido (MERs) para la detección de Salmonella enterica en harina de 
pescado. Para su desarrollo se analizaron 60 muestras de harina de 
pescado de tres zonas diferentes del litoral peruano, inoculadas 
aleatoriamente con cepa objetiva (Salmonella enteritidis) y no objetiva 
(Escherichia coli)  con el método  MERs  y se realizó análisis en paralelo con el 
método tradicional (norma ISO 6579:2002). Ambos métodos se cumplen 
realizando las pruebas bioquímicas y serológicas.  
Con los resultados obtenidos en los análisis se determinaron varios 
parámetros como sensibilidad y especificidad relativa, también se evaluó 
su eficiencia que fue de 100%. Estas medidas permiten establecer que 
método MERs es eficaz y que se obtienen resultados confiables. 
Además, se realizó un análisis estadístico (Mc Clure, F.D., 1990) para 
determinar la diferencia que existe o no entre los resultados obtenidos en 
ambos métodos. Se puedo establecer que no existen diferencias 
significativas entre los métodos. 
Después de evaluar el método ISO y analizando los resultados obtenidos 
en los parámetros evaluados, es posible decir que si se valida el método y 
que puede ser implementado para la detección de Salmonella spp en 
materias primas para la elaboración de pienso para animales. 
 
II. OBJETIVOS 
2.1 Objetivo General: 
Validar el método de ensayo rápido (MERs) para la detección e 
identificación de Salmonella enterica en la matriz harina de pescado. 
 
2.2 Objetivos Específicos: 
Aplicar la metodología tradicional para la detección e identificación de 
Salmonella enterica en la matriz harina de pescado. 
Aplicar la metodología de ensayo rápido (MERs) para la detección e 
identificación de Salmonella enterica en la matriz harina de pescado. 
Comparar ambos resultados obtenidos mediante la aplicación de las 
metodologías y determinar la eficiencia del método de análisis propuesto 
siguiendo los parámetros y a  establecidos según en la ISO  - 17025. 
 
 
III. HIPOTESIS 
La validación del método MERs para la detección e identificación de 
Salmonella enterica en la matriz harina de pescado y aplicación de este 
disminuye el tiempo de respuesta significativamente.  
 
IV. ANTECEDENTES 
Andrews et al. 2014.  El método tradicional para la detección de Salmonella 
spp.  en alimentos utilizado en el Laboratorio de Microbiología de la 
SEREMI de salud RM, está basado en lo descrito en el capítulo V del 
Bacteriological Analytical Manual de la Food and Drug Administration 
(FDA). Este método tiene una duración de seis días y consta de cuatro 
fases: i) pre-enriquecimiento no selectivo, ii) enriquecimiento selectivo, iii) 
siembra e identificación y iv) confirmación de identidad. Los resultados 
obtenidos fueron  de tipo cualitativo, es decir, presencia o ausencia de 
Salmonella spp. en 25 g. de alimento. 
Fornés, 2014.  Indica que una validación se basa en la comprobación que 
se realiza para determinar si un método alternativo tiene resultados 
similares a los obtenidos por un método de referencia. Es un procedimiento 
extenso que consta de dos partes: una primera etapa de validación por 
parte de un laboratorio experto, en donde se caracteriza el método, y una 
segunda etapa que incorpora la realización de un ejercicio colaborativo, en 
la cual participan distintos laboratorios a nivel mundial. Para la validación 
de un método, se utiliza un procedimiento establecido y reconocido 
internacionalmente, por ejemplo, la norma ISO 16140. 
Paucar Menacho, Luz 2014. Propone un plan HACCP en la que menciona 
partes principales del producto en cuestión como es ficha técnica de la 
harina de pescado. Requisitos físicos y químicos normados por SNI la 
Sociedad Nacional de Industrias ente regulador del Santa regidos por ITP 
Instituto Tecnológico Pesquero del Perú.  
OMS 2013. La OMS promueve el fortalecimiento de los sistemas de 
inocuidad de los alimentos, las buenas prácticas de elaboración y la 
información de los vendedores y consumidores acerca de la adecuada 
manipulación de los alimentos, y la prevención de la contaminación. La 
información de los consumidores y la capacitación de los manipuladores de 
alimentos para la manipulación segura de los productos son algunos de los 
medios más eficaces para prevenir enfermedades de transmisión 
alimentaria, entre ellas la salmonelosis. Por medio de la Red Mundial sobre 
Infecciones de Transmisión Alimentaria, la OMS refuerza y mejora las 
capacidades de los laboratorios nacionales y regionales en lo relativo a la 
vigilancia de la Salmonella spp. y de otros patógenos de transmisión 
alimentaria y a la resistencia de Salmonella y Campylobacter a los 
antimicrobianos en las personas, alimentos y animales. 
Alverti, 2012. Trabajo la prevención de la presencia de Salmonella spp. en 
la carne molida destinada a consumo minorista. Desarrollaron una técnica 
de PCR en tiempo real (RT- PCR) con agentes intercalantes para la 
detección de Salmonella spp. y realizaron una validación intra-laboratorio. 
El límite de detección fue 104 UFC/20 µl de mezcla de reacción. En esta 
etapa la técnica presentó 100% de exclusividad y exclusividad. 
Compararon el desempeño de la técnica contra una PCR de punto final y 
una RT-PCR comercial mediante el análisis de 92 muestras de carne 
molida obtenidas de carnicerías de la ciudad de Berisso. Durante el 
muestreo realizaron una encuesta al responsable del comercio. Obtuvieron 
13 (14%) muestras positivas por aislamiento y por RT-PCR comercial y 
ocho (8,7%) muestras positivas al utilizar PCR de punto final y la técnica 
desarrollada. Aislaron 5 serotipos de Salmonella.  
Estrada y Valencia, 2012.   Las bacterias del género Salmonella pertenecen 
a la familia Enterobacteriaceae. Son bacilos Gram negativo, anaerobios 
facultativos, no formadores de esporas y, en general, son móviles 
mediantes flagelos perítricos. Son bacterias mesófilas, que tienen un rango 
de crecimiento entre 5 y 46ºC, con un óptimo de 35ºC y 37ºC, y son 
destruidas mediante el proceso de pasteurización. Además, presentan una 
alta sensibilidad a pH menor o igual a 4,5 y resisten varios días en estados 
de congelación y deshidratación. Tienen la capacidad de multiplicarse en 
una gran variedad de alimentos, sin embargo, no pueden multiplicarse en 
aquellos con actividad de agua (Aw) <0,94, en especial con pH igual o 
menor a 5,5 
FAO 2002. El principal motivo de preocupación respecto de la inocuidad de 
la utilización de la harina de pescado para los seres humanos ha sido 
siempre y sigue siendo la contaminación de Salmonella. Antes de su 
comercialización, la harina de pescado es objeto de un muestreo y un 
análisis de detección de Salmonella. Su presencia puede dar lugar a la 
contaminación de animales y productos lácteos, que a su vez pueden 
causar la salmonelosis, una infección transmitida por los alimentos que 
puede ser grave para los seres humanos, especialmente para los ancianos 
y los niños pequeños. Además, algunas especies de Salmonella causan 
enfermedades dañinas para la ganadería. 
Schlicht Stange A. 1997.   Como aporte al conocimiento de técnicas de 
aislamiento de Salmonella spp. en harina de pescado, compararon los 
resultados de los análisis realizados a muestras de harina de pescado 
previamente diagnosticadas positivas a Salmonella spp. Realizaron 20 
análisis de muestras distintas y 10 repeticiones de una sola muestra según 
la técnica tradicional estandarizada por SERNAP (norma ISO 6579/90) y la 
técnica de separación inmunomagnética (IMS). Determinaron la 
presencia/ausencia de Salmonella spp. según la metodología convencional 
pesando 25 g de muestra añadiéndose a 225 mL de caldo de 
enriquecimiento no selectivo, incubándose a 37°C por 20 horas. El 
enriquecimiento selectivo prosigue sembrando 1 mL de este caldo en el 
caldo selenito cisteina, incubando a 37°C por 24 horas y 0,1 mL en el medio 
de Rappaport-Vassiliadis, incubando a 42°C por 24 h. Se aísla la bacteria 
sembrando en placa en los agares selectivos Rambach y XLD, 
incubándolos a 37°C durante 24 horas y las colonias sospechosas se 
someten a confirmación bioquímica. La técnica de IMS se basa en un tipo 
diferente de enriquecimiento selectivo requiriendo también de una etapa 
previa de enriquecimiento no selectivo, incubándose durante 5 y 20 Horas  
a 37°C. A partir del caldo incubado se obtienen 2 mL y se añaden 100 µl de 
la suspensión de perlas magnéticas recubiertas de anticuerpos anti-
Salmonella spp., se agitan a temperatura ambiente durante 1 hora. El 
aislamiento presuntivo y la confirmación bioquímica se realizan siguiendo 
los mismos procedimientos de la técnica tradicional. En los 20 análisis de 
muestras diferentes los resultados evidenciaron la presencia de Salmonella 
spp. en 5 muestras del total analizadas por la técnica tradicional (5/20), en 
cambio usando la IMS se aisló Salmonella spp. en 3 muestras del total 
(3/20). En la prueba de repetibilidad, la técnica convencional determinó 
positivas 6 muestras del total (6/10), mientras que la IMS aisló Salmonella 
spp. en 8 oportunidades (8/10) del total de ensayos. Ambas técnicas 
obtuvieron resultados similares de diagnóstico y una repetibilidad  
equivalente, siendo la IMS una alternativa confiable en los análisis 
rutinarios de Salmonella spp.  
Biomeriux 2013. Este método es un ensayo inmunoenzimático que detecta 
antígenos de Salmonella spp. por medio de la técnica ELFA (Enzyme 
Linked Fluorescent Assay) (Biomérieux, 2013). Consta de un kit que está 
compuesto por cartuchos sellados en donde se deposita la muestra que se 
analiza y que poseen reactivos listos para su utilización, y por conos 
(SPR®) con anticuerpos contra Salmonella spp. adsorbidos en su 
superficie interna . 
La muestra debe ser pre enriquecida en agua peptonada tamponada (APT) 
y enriquecida selectivamente en caldo SX2. Posteriormente, se transfieren 
0,5 ml del caldo, al pocillo abierto del cartucho VIDAS®. El equipo dosifica 
este contenido en el resto de los recipientes del cartucho, los cuales poseen 
reactivos listos para su utilización. A través de una sucesión de aspirado y 
expulsado, los antígenos toman contacto con los anticuerpos adsorbidos 
en la pared del cono. Los antígenos no unidos a anticuerpos, se eliminan 
mediante lavados sucesivos. Luego, anticuerpos conjugados con fosfatasa 
alcalina, se unirán a los antígenos de Salmonella spp. que a su vez estén 
unidos al anticuerpo adsorbido al cono. El conjugado no unido a antígeno, 
se elimina por nuevos lavados. Al final del proceso, el sustrato 4-metil-
umbeliferil fosfato, es aspirado y expulsado del cono. La enzima del 
conjugado cataliza la hidrólisis de ese sustrato, obteniéndose un producto 
fluorescente. El equipo analiza la fluorescencia obtenida, le asigna un valor 
y lo compara con referencias internas para finalmente arrojar un resultado 
cualitativo de la muestra (positivo o negativo a Salmonella spp.). Todas las 
etapas del ensayo son realizadas automáticamente por el equipo VIDAS® 
Posee valores de especificidad relativa de 99,0 %, sensibilidad relativa de 
99,1 % y exactitud relativa de 99,0 % (AFNOR, 2005). 
OMS 1988. En este informe se recogen las conclusiones y 
recomendaciones de un grupo internacional de expertos convocado por la 
OMS para evaluar la eficacia de los procedimientos en uso para proteger a 
la población contra los brotes de enfermedades causados por los 
manipuladores de alimentos. El informe se centra en si el reconocimiento 
médico sistemático de los manipuladores de alimentos basta para evitar, o 
por lo menos reducir al mínimo, la contaminación alimentaria. Para 
responder a esta pregunta, después de examinar todas las infecciones e 
intoxicaciones transmisibles por los manipuladores de alimentos, se analiza 
la eficacia de los reconocimientos, los historiales médicos, los frotis 
faríngeos, los análisis de sangre , los exámenes radiológicos, las pruebas 
cutáneas y el examen de las heces para detectar a los portadores 
sintomáticos o asintomáticos.  Basándose en estos datos, el informe llega 
a la conclusión de que los reconocimientos médicos sistemáticos de los 
manipuladores de alimentos, antes de su contratación y después de la 
misma, son ineficaces y por tanto innecesarios. Las demás secciones están 
dedicadas a otras medidas preventivas, como vigilancia de los brotes de 
enfermedades transmitidas por los alimentos, el uso del sistema de puntos 
críticos de control para el análisis de riesgos como método racional y 
moderno para prevenir dichas enfermedades y diversas medidas en el 
marco de la industria alimentaria. 
OMS 2016.; Salmonella es una de las cuatro principales causas de 
enfermedades diarreicas.  
Si bien la mayoría de los casos de salmonelosis son leves, algunas veces 
la enfermedad puede ser mortal. La gravedad de la enfermedad depende 
de factores propios del huésped y del serotipo de Salmonella. 
La resistencia los antimicrobianos es un problema de salud pública 
mundial. Salmonella es uno de los microorganismos entre los que han 
aparecido algunos serotipos resistentes a los antimicrobianos que afectan 
a la cadena alimentaria. 
Como medidas de prevención contra la salmonelosis se recomiendan 
prácticas básicas de higiene de los alimentos, como su cocción completa. 
ICMSF 1975.  Indica que todas las Salmonellas deberían ser consideradas 
potencialmente patógenas para el hombre. Ya que la única vía de 
contaminación por este microorganismo es vía oral es de  suma importancia  
vigilar los alimentos para detectar la presencia de estos. A pesar de todo, 
aún no ha sido posible que desarrollen un método que garantice la 
recuperación de todos los serotipos de Salmonella en los diferentes tipos 
de productos alimenticios que han sido sometidos a diferentes condiciones 
de almacenamiento, conservación y preparación.  Sugiere para el 
aislamiento e identificación de Salmonella seis etapas sucesivas las cuales 
son; Enriquecimiento no selectivo, enriquecimiento selectivo, siembra en 
placa de medio solidos selectivos y diferenciales, estudios de las 
características bioquímicas de las colonias sospechosas en los medios 
adecuados, análisis antigénicos en dos faces y tipificación por medio de 
bacteriófago. Estos pasos garantizan identificar la cepa sospechosa como 
miembro del género Salmonella. 
Riquelme, 2015. Indica que después de tantos cálculos y conteos concluye 
que la dosis infectiva de Salmonella spp. está determinada en 106 UFC, sin 
embargo, esto depende de las características del individuo, los alimentos y 
la cepa involucrada, por lo que una dosis de entre una y diez células 
también pueden ser causante de salmonelosis. Por tal motivo, la sola 
presencia de Salmonella spp. es considerada peligrosa para la salud 
humana. 
 
 
V. MARCO TEORICO 
5.1 Normativa ISO 
La Organización Internacional de Normalización es una organización para 
la creación de estándares internacionales compuesta por diversas 
organizaciones nacionales de estandarización. Fundada el 23 de febrero 
de 1947 en Londres – Reino Unido.  
 
5.1.1 ISO 17025:2015  
De acuerdo a la Norma Técnica ISO/IEC 17025, validación es la 
confirmación, a través del examen y el aporte de evidencias objetivas, de 
que se cumplen los requisitos particulares para un uso específico previsto 
(NTP-ISO/IEC 17025:2005).  Es un proceso basado en estudios 
sistemáticos de laboratorio, mediante el cual se pone de manifiesto que 
un procedimiento analítico determinado posee características de 
funcionamiento adecuadas a la aplicación que se le quiere dar.  La 
validación de un método de ensayo constituye una de las actividades 
necesarias para garantizar la validez de los resultados de un laboratorio y es 
internacionalmente reconocida como criterio imprescindible para el 
establecimiento de un completo sistema de calidad.  
De forma general, la validación de procedimientos analítico se realiza 
cuando se pone en marcha una técnica de ensayo. El objetivo es 
garantizar que los métodos cumplan determinados criterios (Camaró-Sala, 
et al 2014). La d at a qu e se an al ic e en u n pr oc es o d e validación 
debe ser tan amplia como se requiera para satisfacer las necesidades del 
tipo de aplicación o del campo de la aplicación dados.  El laboratorio 
registrar los resultados obtenidos, el procedimiento utilizado para la 
validación y una declaración sobre la capacidad del método para el uso 
previsto (ISO/IEC 17025:2005).  
En el proceso de validación del método está implícito que los estudios para 
determinar los parámetros de desempeño se realizan usando equipos 
dentro de especificaciones, que están trabajando correctamente 
verificados y calibrados adecuadamente. Asimismo, el analista que 
realiza los estudios debe ser técnicamente competente en el campo de 
trabajo bajo estudio y debe poseer suficiente conocimiento sobre el 
trabajo a realizar con el fin de que sea capaz de tomar decisiones 
apropiadas a partir de las observaciones hechas mientras avanza el 
estudio. 
 
5.1.2 Método ISO 6579:2002  
Método tradicional estandarizado para análisis microbiológicos  de 
productos alimentos y de alimentación animal - Método horizontal para la 
detección de Salmonella spp. - Enmienda 1: Anexo D: Detección de 
Salmonella spp. en heces de animales y en muestras ambientales en la 
etapa de producción primaria.  
Describe un esquema general que consiste de 5 pasos básicos:  
a) Pre-enriquecimiento, es el paso en donde la muestra es enriquecida 
en un medio nutritivo no selectivo, que permite restaurar las células 
de Salmonella dañadas, logrando de esta manera una condición 
fisiológica estable. 
b) Enriquecimiento selectivo, se logra a partir de un medio de cultivo 
que conjunte dos condiciones, por un lado debe incrementar las 
poblaciones de Salmonella y por otro inhibir otros microorganismos 
presentes en la muestra.  
c) Selección en medios sólidos, este punto se deriva directamente del 
anterior y se utilizan medios selectivos, que restringen el crecimiento 
de otros géneros diferentes a Salmonella y que permitan el 
reconocimiento visual característico de colonias sospechosas.  
d) Identificación bioquímica, este paso permite la identificación 
genérica de los cultivos de Salmonella y la eliminación de cultivos 
sospechosos falsos.  
e) Serotipificación, es una técnica inmunológica (antígeno-anticuerpo) 
que  permite la identificación especifica de un microorganismo. (ISO 
17364-2014) 
 
5.2 Validación  
5.2.1 METODOS A VALIDAR;  
La norma NTC ISO 17025 señala que “el laboratorio debe validar los 
métodos no normalizados, los métodos que diseña o desarrolla, los 
métodos normalizados empleados fuera del alcance previsto, así como las 
ampliaciones y modificaciones de los métodos normalizados, para 
confirmar que los métodos son aptos para el fin previsto”. 
En función del método que se emplee el laboratorio deberá elegir un 
tipo de validación. Por ello es necesario las modalidades de validación y los 
diferentes tipos de métodos existentes, según sean normalizados o no 
(Camaró-Sala, et al 2014). 
 
5.2.2 Métodos Normalizados;  
Son métodos desarrollados por un organismo de normalización o por otras 
organizaciones bien establecidas, cuyos métodos son generalmente 
aceptados por el sector técnico en cuestión. Estos métodos normalizados 
son considerados como de referencia, ya que pueden ser utilizados para 
evaluar otros métodos desarrollados para la misma determinación. No 
requieren una validación completa, pero sí la confirmación de su correcta 
aplicación. Se trata de métodos que el laboratorio aplica como ya está 
descrito en las normas (Camaró-Sala, et al 2014). 
 
5.2.3 Métodos No Normalizados;  
Métodos no estandarizados o desarrollados por los laboratorios o por 
terceros, o que son adaptados para el laboratorio a partir de un método 
normalizado y validado (ILAC G18:04, 2010). 
 
5.2.4 Validación Primaria;  
Es un proceso exploratorio que tiene como meta establecer los límites 
operacionales y las características de desempeño de un método nuevo. 
Debe dar origen a especificaciones numéricas y descriptivas para el 
desempeño e incluir una descripción detallada y precisa del objeto de 
interés. Corresponde con la validación inicial que deben llevar a cabo los 
laboratorios y casas comerciales que diseñan un equipo diagnóstico, una 
prueba nueva o la unión en un solo protocolo de varios métodos 
normalizados o no. También corresponde con la caracterización que debe 
realizarse a una técnica que se desarrolla en un laboratorio para su 
propio uso (Camaró-Sala, et al 2014). 
Realizada con un protocolo extenso en el que se contempla una primera 
fase de validación por parte de un laboratorio experto y una segunda fase 
que incluye la realización de un ejercicio colaborativo con la participación 
de varios laboratorios, y que utiliza un diseño de experiencias y unos 
criterios de evaluación de resultados preestablecidos y reconocidos 
internacionalmente (Fornés, 2008). 
5.2.5 Validación Secundaria;  
Llamada también verificación, tiene lugar cuando un laboratorio pone en 
marcha un método desarrollado por otros. La validación secundaria tiene 
como objetivo principal recopilar los datos que permitan demostrar que el 
laboratorio es capaz de cumplir las especificaciones establecidas en la 
validación primaria (PARRA & SALAZAR 2007). 
Se trata de la validación que hay que llevar a cabo cuando se introduce un 
equipo diagnóstico, método o prueba en un laboratorio clínico y que ya 
está validada primariamente por organizaciones internacionales (Camaró-
Sala, et al 2014).  Consiste básicamente en comprobar que el laboratorio es 
capaz de cumplir con los requisitos de funcionamiento del método 
previamente establecidos en las condiciones habituales de trabajo (ILAC 
G18:04, 2010). 
Normalmente la verificación supone determinar el cumplimiento de 
menos parámetros y hacer menos mediciones de cada parámetro que si 
se tratara de una validación. Los resultados de la verificación pueden 
diferir levemente de los obtenidos en la validación, pero debe 
determinarse si son aceptables teniendo en cuenta el objetivo que se 
persigue al utilizar el método (UNODC. 2010). 
 
5.2.6 Validación prospectiva;  
Es el establecimiento documentado de la evidencia de que un sistema hace 
lo que debe hacer basándose en un protocolo planificado, se realiza en 
productos nuevos y se lleva a cabo antes de la comercialización del 
producto. En la validación prospectiva de análisis, un plan experimental 
llamado Protocolo de Validación es ejecutado el cual es determinado en 
base a la información de apoyo recopilada de los resultados de ensayos 
experimentales previos (Acosta & Ramírez. 2007).   
 
5.2.7 Validación retrospectiva;  
Estudio para demostrar y establecer una evidencia documentada de que un 
proceso hace lo que establece previsto sobre la base de una revisión y 
análisis de información histórica, proporcionada por los registros de 
producción y de control de calidad (Acosta & Ramírez. 2007). 
 
5.3 PARAMETROS DE VALIDACION 
Los parámetros de validación son aquellas características del método para 
las que:  
 Se define requisitos 
 Se realizan experimentos para conseguirlos 
 Se valoran los resultados obtenidos frente a requisitos para poder 
declarar válido el método (Laso. 2005) 
 
5.3.1 Precisión;  
Grado de concordancia entre resultados de ensayo independientes 
obtenidos bajo condiciones estipuladas. La precisión no se relaciona con 
el valor verdadero o el valor especificado. La precisión depende solo de 
la distribución de errores aleatorios y no tiene ninguna relación con el valor 
verdadero o el valor especificado. Se expresa como coeficiente de variación 
(Camaró-Sala, et al 2014). 
 
5.3.2 Repetibilidad;  
Grado de concordancia entre los resultados de mediciones sucesivas del 
mismo elemento mensurado realizadas bajo las mismas condiciones de 
medición (GTC 84, 2003). 
5.3.3 Reproducibilidad;  
Grado de concordancia entre los resultados de las mediciones en el mismo 
elemento mensurado realizadas bajo condiciones de medición alteradas 
(GTC 84, 2003). 
 
5.3.4 Robustez;  
Insensibilidad de un método analítico frente a pequeños cambios en el 
procedimiento (GTC 84, 2003). 
 
5.3.5 Límite De Detección;  
La menor cantidad o concentración de un analito que puede detectarse de 
manera fiable o diferenciada por un método específico (A.E.A.S. 2012). 
Es la menor magnitud que puede examinarse de un analito (por ejemplo, 
microorganismo, etc.), que puede determinarse con un nivel aceptable de 
exactitud y precisión. En el caso de los cultivos microbiológicos es el 
número mínimo de organismos que pueden ser detectados en una 
cantidad de muestra con una probabilidad dada, pero en cantidades que 
no pueden ser claramente cuantificadas (Camaró-Sala, et al 2014). 
 
5.3.6 Límite De Cuantificación;  
La concentración más baja del analizo que puede ser determinada con un 
nivel aceptable de precisión de repetibilidad y veracidad, dentro de una 
matriz en particular y por un método especifico (A.E.A.S.  2012a). 
 
5.3.7 Especificidad o Selectividad relativa;  
La capacidad de un método para determinar exactamente y 
específicamente el analito de interés en la presencia de otros compuestos 
en la matriz bajo condiciones de prueba establecidas (GTC 84, 2003). 
 
5.3.8 Sensibilidad relativa;  
En general, es la fracción total del número de resultados positivos 
asignados correctamente con el método utilizado (Camaró-Sala, et al 
2014). 
 
5.4 VALIDACIÓN DE UN MÉTODO 
ALTERNATIVO 
5.4.1 Método de Referencia;  
Método reconocido internacionalmente y ampliamente aceptado (INS, 
2014). 
 
5.4.2 Método alternativo;  
Método de análisis que demuestra o estima para una categoría dada de 
productos, el mismo analito de la misma forma que el método de referencia 
(INS, 2014). 
La validación de un método alternativo es el procedimiento para demostrar 
si los resultados obtenidos por dicho método son comparables con 
aquellos obtenidos utilizando los métodos de referencia (Ortega et al, 
2010). 
El objetivo de la verificación es comprobar que podemos detectar un nivel 
suficientemente bajo de microorganismos en las diferentes matrices 
objeto de análisis.  
La validación de los métodos alternativos comprende un análisis, 
dependiendo del tipo de método (cualitativo o cuantitativo), y del estudio, 
teniendo en cuenta la fase, si es intra o interlaboratorial (Fornés. 2014).  
 
5.5 Método MERs (Método de Ensayo Rápido – 
Salmonella):  
Método propuesto para análisis microbiológicos en matriz harina de 
pescado. Este método usa un agar selectivo cromogénico (Rambash) que 
debido a los sustratos nutritivos permiten que las enterobacterias se 
multipliquen con facilidad. El sodio desoxicolato inhibe la flora grampositiva,  
el Propelinglicol en presencia de salmonela y un indicador de ph evidencian 
la presencia del analito por medio de colonias rojas; para diferenciar la 
presencia de coliformes este agar tiene β-galactosidasa el cual los 
evidencia como colonias verde azuladas. Luego de un proceso de 
recuperación del microorganismo se purifica el cultivo y en forma paralela 
se realiza la fase de bioquímica y primera serología, de tal manera que el 
cultivo es fresco y no se atenúa ninguna de sus características, por lo tanto 
el resultado se emite en seis días.   
 
5.6 Salmonella 
Las bacterias del género Salmonella pertenecen a la familia 
Enterobacteriaceae. Son bacilos Gram-negativo, anaerobios facultativos, 
no son formadores de esporas y, en general, son móviles mediantes 
flagelos perítricos (Martínez, 2011; Estrada y Valencia, 2012). Son 
bacterias mesófilas, que tienen un rango de crecimiento entre 5 y 46 ºC, 
con un óptimo de 35 ºC y 37 ºC, y son destruidas mediante el proceso de 
pasteurización (Estrada y Valencia, 2012). Además, presentan una alta 
sensibilidad a pH menor o igual a 4,5 y resisten varios días en estados de 
congelación y deshidratación. Tienen la capacidad de multiplicarse en una 
gran variedad de alimentos. (Estrada y Valencia, 2012). La clasificación 
taxonómica de este género es bastante compleja, sin embargo, 
actualmente se describen dos especies de Salmonella; S. enterica y S. 
bongori, siendo la primera dividida en seis subespecies (Méndez et al., 
2011; Parra et al., 2002). Salmonella enterica subsp. enterica es, 
epidemiológicamente, la más importante y representa el 99 % de los 
serotipos aislados (Méndez et al., 2011).  
Las Salmonellas forman un grupo antigénico complejo con más de 2400 
serovariedades diferenciadas por antígenos somáticos (O) de naturaleza 
lipopolisacárida, y por antígenos flagelares (H) de naturaleza proteica 
(VIDAS Salmonella 30702). 
 
5.6.1 SALMONELOSIS 
La salmonelosis es una enfermedad infecciosa del hombre y los animales 
causada por microorganismos de dos especies de Salmonella 
(Salmonella enterica y S. bongori) (OIE. 2008). 
La gastroenteritis por Salmonella es una zoonosis que se transmite por la 
ingestión de alimentos, agua o fómites contaminados por las heces de un 
animal o persona infectados y constituye una pandemia de distribución 
mundial (Gil-Seta et al, 2002). 
Aunque fundamentalmente son bacterias intestinales, Salmonella está 
muy distribuida en el ambiente y se encuentran con frecuencia en vertidos 
de granjas, en las aguas residuales humanas y en cualquier material con 
contaminación fecal (OIE. 2008). 
En todos los países existe la salmonelosis, pero parece tener una mayor 
prevalencia en áreas de producción animal intensiva, especialmente de 
cerdos, de terneros y de algunos tipos de aves criadas en cautividad. 
Muchos animales, en especial los cerdos y las aves, pueden estar 
infectados sin manifestar la enfermedad clínica. Tales animales pueden 
ser importantes en la difusión de la enfermedad entre explotaciones y 
como fuentes de contaminación alimentaria y de infección humana (OIE. 
2008). 
La alimentación animal juega un papel importante en la exposición y 
transmisión en granjas de contaminaciones microbianas, especialmente 
Salmonella, al tratarse de una vía principal de introducción de infecciones. 
Aunque se describen distintos rangos de contaminación entre países, la 
contaminación por Salmonella es relativamente alta y puede aislarse en 
una amplia variedad de alimentos destinados a animales, tanto de origen 
vegetal como animal (Valverde, 2012). Los animales se pueden infectar 
cuando se les alimenta con piensos contaminados por Salmonella. Se ha 
observado la transmisión de Salmonella de los piensos a los animales que 
los consumen y a los productos derivados de estos animales (Andreoletti, 
2008). 
 
Figura 1: Ciclo Infeccioso de la salmonella  (CDC – 2013) 
 Figura 2:   Porcentaje de aislamiento no humano, por tipo y fuente, (CDC – 2011) 
5.7 HARINA DE PESCADO 
Liofilizado obtenido de las partes solidas del pescado; este producto se 
obtiene por medio de un conjunto de procesos que se llevan a cabo a altas 
temperaturas. (Europeo, P. 2002). 
 
5.7.1 Pienso   
Producto pr inc ipal  es  la har ina de p escad o es un factor clave en 
la producción ganadera, tanto desde el punto de vista económico como 
desde el punto de vista sanitario, pudiendo ser el responsable de la 
transmisión de sustancias indeseables o enfermedades infecciosas 
transmisibles al ser humano. También se le ha considerado responsable de 
participar en la transmisión de otros agentes zoonóticos, como Salmonella 
o E. coli.  
Se ha observado la transmisión de Salmonella de los piensos a los 
animales que los consumen y a los productos derivados de estos animales 
(Valverde, 2012). El control de la contaminación del pienso, comienza con 
el control de las materias primas, siguiendo a lo largo de todo el proceso 
de fabricación.  
 
Figura 3: Etapas de procesos de producción de harina de pescado. 
VI. MATERIALES Y METODOS 
La validación de la técnica MERs como método alternativo para la 
detección de Salmonella enterica. en harina de pescado para la 
elaboración de pienso (alimento concentrado) para animales se realizó en 
paralelo con la detección de Salmonella entérica por el método tradicional 
ISO 6579:2002. 
Las ensayos se realizaron a partir de treinta muestra para cada 
metodología de la cuales 18 fueron inoculadas de manera artificial y 
aleatoria y 12 no fueron inoculadas, para ellos se usaron las cepas  objetiva 
de Salmonella spp y  cepa no objetiva como E. coli. Con estas muestras se 
trabajó por las dos metodologías. 
 
6.1 Aseguramiento de la Calidad 
6.1.1 Aseguramiento de equipos 
Todo ensayo que se somete a validar requiere que los equipos estén 
funcionando en perfecto estado y estén cumpliendo las temperaturas y 
condiciones que se establece en el método. (ISO 17025:2000). 
Se verificaron los siguientes equipos antes y durante el periodo del ensayo. 
 
6.1.1.1 Verificación de Incubadoras y Baño de agua. 
Se verificó que los equipos; incubadoras, baño de agua y congeladoras 
estuvieran dentro del rango de temperaturas de trabajo.  
Estos equipos se verificaron  hacienda  uso de una termocupla y un 
termopar a manera que el termopar se colocó en uno de los diez puntos y 
se tomó la temperatura.  
Ver Tabla 1:   Verificación de Incubadoras/ Baño de agua. 
 
 
Figura 4: Modelo de Incubadora con 10 puntos de verificación.. 
 
6.1.1.2 Verificación de balanza 
Se realizó la verificación de la balanza (450.00g max.) hacienda uso de 
pesas patrón las cuales son verificadas y certificadas por INDECOPI, se 
procedió a realizar una serie de 20 pesadas por cada pesa patrón es decir 
5gr, 50gr y 200gr de tal manera que estas demostraran que la balanza está 
en óptimas condiciones para continuar con la etapa de pesaje.  
Ver Tabla 2:   Verificación de Balanza 
 
6.1.1.3 Verificación del Potenciómetro. 
Para la verificación del potenciómetro se usó tres buffer de pH conocidos y 
certificados con la ISO que corresponde; pH 4.0, pH 7.0 y pH 10.0 a manera 
que el equipo reconociera el pH que se está probando.  
Ver Tabla 3:   Verificación de Potenciómetro. 
 
6.1.2 PRUEBA DE ESTERILIDAD DE LOS MEDIOS DE 
CULTIVO 
Para la evaluación microbiológica de medios de cultivos líquidos y de 
reactivos se utilizaron dos microorganismos de prueba: un control positivo 
(microorganismo que se desea recuperar o determinar) y un control negativo 
(microorganismo que se desea inhibir total o parcialmente y para los 
reactivos es el microorganismo que dé una reacción diferente al 
microorganismo a determinar). 
Para ello se preparó cultivos de 24 h de los microorganismos de prueba, en 
caldo no selectivo (BHI) también se preparó  tubos de ensayo y placas petri 
con el medio de cultivo y reactivos que se evaluaron. 
Se inoculo los cultivos de los microorganismos de prueba con un asa de 
Kolle en los medios de cultivo empleados en la evaluación. Se llevó a 
incubar durante 24hr a 35°C±1°C. De la misma manera se evaluaron los 
agares y caldos que correspondían a la fase de bioquímica usando 
microorganismos que dieran reacciones diferentes a la de la Salmonella.  
Al cumplir los agares con esta prueba se concluyó que son selectivos por lo 
tanto reúne una de las condiciones necesarias para su uso posterior.  
Ver Tabla 4:   Contraste de Reacción Bioquímica  
 
 
 Figura 5: Pruebas bioquímicas de  verificación de la cepa Salmonella enterica. 
Control Positivo) 
 
 
Figura 6: Pruebas bioquímicas de  verificación de la cepa. E. coli. (Control 
Negativo). 
 
 
6.1.3 PRUEBA DE VIABILIDAD DE LAS CEPAS 
Después de reactivar las cepas, Salmonella enterica y E. coli ssp,  en el 
caldo no selectivo BHI a 35 °C ± 1°C por 24h ± 3h. se procedió a  sembrar 
en medios de cultivo sólidos, Xilosa Lisina Desoxicolato (XLD), 
Rambash (RB) y Suldfito Bismuto (SB), para evaluar el crecimiento de los 
microorganismos y características correspondientes, estos medios se 
incubaron 24h ± 3h a 37 °C ± 1°C. Transcurrido ese tiempo se revisaron los 
agares. 
Ver Tabla 5:   Viabilidad de las cepas  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Figura 7: Prueba de viabilidad 
Figura 7a:  Cepa Salmonella enterica en Agar XLD.  
Figura 7b:  Cepa E.coli  en Agar XLD. 
Figura 7c:  Cepa Salmonella enterica en Agar Rambash. 
Figura 7d:  Cepa E.coli  en Agar Rambash. 
Figura 7e:  Cepa Salmonella enterica en Agar SB. 
Figura 7f:  Cepa E.coli  en Agar SB. 
 
6.2 CONTAMINACION ARTIFICIAL DE LA 
MUESTRA 
Se realizó un control de la matriz sólida, la cual fue sometida a proceso 
de esterilización para garantizar que estuviera libre de cualquier 
microorganismo, a n t es  de proceder a inocular las muestras, se 
sometieron a ensayos tales como detección de microorganismos en agar 
Plate Count obteniendo  como resultado ningún crecimiento en placa. 
 
6.3 Pesaje y preparación de la muestra  
Después de tener el inoculo estandarizado de Salmonella enterica (10-6)  y 
de E. coli (10-5) se realizó la  preparación de ambos  analitos  y se procedió 
a inocular las 18 muestras de harina de pescado de manera aleatoria.  
Después de tener listas las muestras contaminadas de forma artificial y las 
muestras no contaminadas, se inició el desarrollo de los protocolos para 
la detección de Salmonella spp tanto por el método microbiológico 
tradicional  y  el método alternativo propuesto MERs (Metodo de Ensayo 
Rapido - Salmonella). 
Ver Tabla 6: Preparación de la concentración del inoculo 
 
6.4 ANALISIS DE LAS MUESTRAS 
6.4.1 Fase de Pre-enrriquecimiento. 
Se dispenso 25gr de harina de pescado y se agregó 225ml de Agua Peptona 
Tamponada (APT), obteniendo una dilución de 1/10; en esta fase se buscó 
que el APT reavivara las células pasmadas o dañadas logrando de esta 
manera una condición fisiológica estable. Se dejó reposar la muestra 
durante 30 minutos y se incubo a  37ºC ± 1ºC durante 18 h ± 2h.  
6.4.2 Fase de enriquecimiento selectivo 
Se transfirió 0.1 ml del cultivo obtenido del APT. a un tubo con 10 ml de 
caldo Rappaport Vasiliaris y se incubo a 41.5Cº ± 1ºC durante 24 h ± 3h. 
Se trasfirió 1 ml del cultivo obtenido en APT. a un tubo con 10 ml de caldo 
Tetrationato de Kauffman y se incubo 37ºC ± 1ºC durante 24 h ± 3 h. 
La primera parte del proceso de análisis correspondiente al pre-
enriquecimiento en medio líquido no selectivo y enriquecimiento selectivo, 
fue la fase común de las dos metodologías; cada método se realizó de 
forma individual hasta llegar a la fase de aislamiento e identificación que 
es donde varían los métodos.  
 
6.4.3 Fase de Aislamiento e identificación  
Se tomó una asada de los cultivos obtenidos en. (caldo RVS y MKTTn) y 
se estriaron por separados en agar XLD, Rambash y Sulfito Bismuto. Se 
incubo a 37ºC ± 1ºC durante 24 h ± 3 (XLDy RB) y a 37ºC ± 1ºC durante 48 
h ± 3. (SB).  Se examinó las placas después del tiempo transcurrido de 
incubación y se determine la presencia de colonias típicas de Salmonella y 
colonias de morfología y coloración diferente que vendría a ser la flora 
acompañante inoculada. 
 
Figura 8: Pase de Caldo a agares 
 Figura 9: Fase de Aislamiento selectivo 
 
6.4.4 Fase de Bioquímica y serología.  
Las colonias que son presuntivas se aíslan en Agar Nutritivo semisólido para 
después de 24hr realizar la prueba de serologia O,Vi y H y en la batería de 
bioquímica de comprobación.  
Ver Tabla 6: Bioquímica confirmatoria. 
 
 
Figura 10: Pase a batería de bioquímicas 
 Figura 11: Pruebas serológicas 
 
 
Figura 12: Aglutinación de Salmonella enterica en serología H. 
 
 Figura 13: Flujograma de Método ISO vs Método MERs 
 
VII. Resultados 
7.1 Aseguramiento de calidad 
7.1.1 De los equipos:  
Las lecturas de los equipos evaluados antes y durante los ensayos se 
expresan en las Tablas 1,2,3; siendo estos óptimos para su uso y desarrollo 
durante todo el periodo de experimentación. Las temperaturas se 
encontraron dentro de los límites permitidos y alcances del método tanto 
para el método referente como para el método propuesto.  Este monitoreo 
se llevó a cabo durante los 22 días que duro el ensayo a manera de evitar 
que en algún momento las condiciones de temperatura no salieran dentro 
de los límites establecidos.  
  
Tabla 1: Verificación de Incubadora. 
 
 
 
  
Tabla 2: Verificación de Balanzas 
 
Tabla 3: Verificación de Potenciómetro. 
 
 
7.1.2 De las cepas:  
Para asegurar el buen comportamiento de las cepas estas fueron 
sometidas a ensayos que la norma internacional pide como un 
requerimiento; estos son comprobaciones mediante las bioquímicas 
correspondientes. De las cuales al someter a los caldos y agares que 
corresponden para cepas estas reaccionaron dentro de lo esperado según 
como se muestra en la data 
Tabla 4: Contraste de Reacción Bioquímica  
 
 
Las cepas tienen que tener una reacción opuesta al analito que se está 
buscando, en caso que una cepa no cumpliera con este requisito para dicho 
caldo o agar se buscara otra cepa con la reacción opuesta; tal es el caso 
de Klebsiella y Salmonella para la reacción de TSI ambas dan el mismo 
resultado y por ello se toma la cepa de E. coli para obtener la reacción 
opuesta; pero sin embargo para el caso del agar Urea salmonella indica 
una reacción negativa y E.coli y Enterococcus también pero Klebsiela es la 
cepa idónea para el contraste ya que esta muestra una reacción positiva. 
Casos similares ocurren para las pruebas de indol, VP y B galactosidasa. 
La viabilidad se observa en el momento en que la cepa objetiva crece y se 
desarrolla en el medio selectivo expresándose con las características 
típicas de la cepa. La selectividad se observa cuando la cepa no objetiva 
expresa reacciones opuestas y estas características son muy evidentes 
como se explica en la tabla 4. Ambas cepas fueron enfrentadas en los 
mismos agares de tal manera que las características halladas nos sirvieran 
para identificar un presuntivo sin tener duda alguna en el momento de 
continuar con las fases confirmatorias. 
 
7.1.3 Del medio de cultivo:  
Para evaluar el medio se recurrió al ensayo de Productividad el cual busca 
que la tasa de recuperación de la cepa en el medio selectivo  no seas <70% 
a comparación de un agar no selectivo. Esto define a la cepa como 
productiva para el ensayo. 
Los resultados fueron óptimos ya que la tasa de recuperación fue mayor 
del 70%. 
Tabla 5: Productividad del Agar. 
 
 
7.1.4 Del inoculo:  
Para conocer la concentración inicial de las cepas en uso se recurrió al 
plaqueo por incorporación en un agar no selectivo pero que contara con las 
condiciones necesarias para la expresión del microorganismo en este caso 
se trabajó con Plate Count, obteniendo los siguientes conteos;  
 
Tabla 6: Concentración del Inoculo 
 
 
Se encontró la concentración adecuada en las diluciones 10-6 de tal manera 
que se pudiera realizar un conteo sesgado dentro de 300 colonias y poder 
definir cuál sería el inoculo a incorporar en las muestras que se 
contaminarían de manera artificial.  
 
7.2 RESULTADOS DEL ENSAYO 
El análisis estadístico se desarrolló en el programa MINITAB18 bajo los 
parámetros de cada variable a evaluar. Se realiza con los resultados 
obtenidos con los métodos a comparar tanto de las muestras inoculadas y 
muestras no inoculadas 
 
  
Tabla 7: Muestras – Método Referencial ISO 
 
 
Tabla 8: Muestras – Método a Validar MERs 
 
Tabla 9: Esquema de tabla de contingencia 
 
 Resultados esperados   (muestra) 
Estado de las muestras a 
Positivo Negativo 
Total (Inoculado) (No inoculado) 
Positivo ( Detectado ) N18 c N0 N18+N0 
Negativo ( No detectado ) N0 N12 N0+N12 
Total 
 N+ = N18+N0 N- = N0+ N12 N30 
Categorización general de las muestras de prueba (Mc Clure, F.D., 1990) 
 
Donde: 
La categorización es utilizada para definir falso negativo, falso positivo, 
especificidad y sensibilidad. 
a El estado de la muestra es definido por el método, sea este el método de 
referencia o el método a validar 
b El resultado esperado es definido como el resultado de los ensayos 
(confirmación de los resultados de ensayos positivos o negativos), según 
el uso para cálculos de sensibilidad y especificidad. 
c N = número de resultados en alguna celda en particular. El primer número 
corresponde a la fila y el segundo a la columna. 
 
7.2.1 TABLA DE CONTINGENCIA DE RESULTADOS 
EXPERIMENTALES 
 
Tabla 10: Tabla de contingencia de resultados experimentales  
método referencial ISO 
 Resultados esperados  (muestra) 
Resultado del 
método 
Positivo Negativo 
Total 
(Inoculado) (No inoculado) 
Positivo  
( Detectado ) 
18 0 18 
Negativo  
(No detectado ) 
0 12 12 
Total 18 12 30 
 
 
Tabla 11: Tabla de contingencia de resultados experimentales  
método a validar MERs 
 Resultados esperados  (muestra) 
Resultado del 
método 
Positivo Negativo 
Total 
(Inoculado) (No inoculado) 
Positivo  
( Detectado ) 
18 0 18 
Negativo  
(No detectado ) 
0 12 12 
Total 18 12 30 
 
 
7.2.2 PARÁMETROS  
7.2.2.1 SENSIBILIDAD RELATIVA 
La sensibilidad será verificada con la proporción de verdaderos positivos 
(PVP) mediante la prueba binomial. Criterio de decisión: El método es 
sensible cuando se verifique que PVP sea 100%. 
 
Tabla 12: Sensibilidad Relativa- Metodo Referencial vs MERs 
MÉTODO DE 
REFERENCIA 
Verdaderos positivos (N18) 18 
Positivos esperados (N+) 18 
SENSIBILIDAD 
(%) 
Proporción de verdaderos positivos 
(PVP) = N18 / N+ 
100% 
 
MÉTODO A 
VALIDAR  MERs 
Verdaderos positivos (N18) 18 
Positivos esperados (N+) 18 
SENSIBILIDAD 
(%) 
Proporción de verdaderos positivos (PVP) 
= N18 / N+ 
100% 
Ambos métodos reportan resultados con un 100% de sensibilidad relativa, 
por lo tanto, ambos métodos son sensibles. 
 
7.2.2.2 ESPECIFICIDAD RELATIVA 
La especificidad será verificada con la proporción de verdaderos negativos 
(PVN) mediante la prueba binomial. 
Criterio de decisión: El método es específico cuando se verifique que PVN 
sea 100%. 
 
 
Tabla 13: Especificidad Relativa- Método Referencial vs MERs 
MÉTODO DE 
REFERENCIA 
Verdaderos negativos (N12) 12 
Negativos esperados (N-) 12 
ESPECIFICIDAD 
(%) 
Proporción de verdaderos negativos 
(PVN) = N12 / N- 
100% 
 
MÉTODO A 
VALIDAR 
Verdaderos negativos (N12) 12 
Negativos esperados (N-) 12 
ESPECIFICIDAD 
(%) 
Proporción de verdaderos negativos (PVN) 
= N12 / N- 
100% 
Ambos métodos reportan resultados con un 100% de especificidad relativa, 
por lo tanto, ambos métodos son específicos. 
 
7.2.2.3 DESVIACIÓN NEGATIVA (FALSOS NEGATIVOS)  
La desviación negativa será verificada con la proporción de falsos negativos 
(PFN) mediante la prueba binomial. 
Criterio de decisión: La proporción de falsos negativos es 0%. 
 
Tabla 14: Desviación Negativa (FN) - Método Referencial vs MERs 
MÉTODO DE 
REFERENCIA 
Desviación negativa (N18) 0 
Positivos esperados (N+) 18 
DN (%) 
Proporción de falsos negativos (PFN) = N18 / 
N+ 
0% 
 
 MÉTODO 
A VALIDAR 
Desviación negativa (N18) 0 
Positivos esperados (N+) 18 
DN (%) Proporción de falsos negativos (PFN) = N18 / N+ 0% 
Ambos métodos presentan 0% de desviación negativa, por lo tanto, no 
reportan resultados falsos negativos. 
7.2.2.4 DESVIACIÓN POSITIVA (FALSOS POSITIVOS) 
La desviación positiva será verificada con la proporción de falsos positivos 
(PFP) mediante la prueba binomial. 
Criterio de decisión: La proporción de falsos positivos es  0%. 
 
Tabla 15: Desviación Positiva - Método Referencial vs MERs 
MÉTODO DE 
REFERENCIA 
Desviación positiva (N12) 0 
Negativos esperados (N-) 12 
DP (%) 
Proporción de falsos positivos (PFP) = N12 / 
N- 
0% 
 
 MÉTODO 
A VALIDAR 
Desviación positiva (N12) 0 
Negativos esperados (N-) 12 
DP (%) Proporción de falsos positivos (PFP) = N12 / N-    0% 
Ambos métodos presentan 0% de desviación positiva, por lo tanto, no 
reportan resultados falsos positivos. 
 
7.2.2.5 EXACTITUD RELATIVA 
El método es exacto cuando es veraz, es decir, demuestra un alto grado de 
concordancia con los resultados esperados; y cuando es preciso, es decir, 
demuestra que los resultados esperados para las muestras inoculadas 
coinciden entre sí, en condiciones de repetibilidad y precisión intermedia, y 
lo mismo ocurre con los resultados esperados de las muestras no 
inoculadas.  
Criterio de decisión: El método es exacto cuando se verifique que ER sea 
100% 
Tabla 16: Exactitud Relativa- Método Referencial vs MERs 
MÉTODO DE 
REFERENCIA 
Resultados concordantes a los valores 
esperados (N12 + N18) 
30 
Total de ensayos (N) 30 
EXACTITUD 
(%) 
Exactitud relativa (ER) = (N12 + N18) / N 100% 
 
MÉTODO A 
VALIDAR 
Resultados concordantes a los valores 
esperados (N12 + N18) 
30 
Total de ensayos (N) 30 
EXACTITUD 
(%) 
Exactitud relativa (ER) = (N12 + N18) / N 100% 
Ambos métodos reportan resultados con un 100% de exactitud relativa, por 
lo tanto, ambos métodos son exactos. 
 
VIII. DISCUSIONES 
Salmonella spp. es una de las principales causas de enfermedades 
gastrointestinales a nivel mundial. Debido a que su principal vía de 
transmisión es a través de los alimentos, especialmente de origen animal, 
la Unión Europea, Estados Unidos y otros países, han desarrollado 
diversas medidas para disminuir la presencia de éste y otros 
microorganismos, en animales destinados a la producción de alimentos de 
consumo humano (Martínez, 2010).  
La dosis infectiva de Salmonella spp. está determinada en 106 UFC, sin 
embargo, esto depende de las características del individuo, los alimentos y 
la cepa involucrada, por lo que una dosis de entre una y diez células 
también pueden ser causante de salmonelosis (D´Aoust JY, 1997 citado 
por Martínez, 2011). Por tal motivo, la sola presencia de Salmonella spp. 
es considerada peligrosa para la salud humana.  
A pesar que los métodos tradicionales de detección de microorganismos 
en alimentos son efectivos, tienen la desventaja de utilizar muchos recursos 
como el tiempo (al presentar un mayor número de etapas asociadas). Por 
este motivo, se siguen desarrollando metodologías alternativas. Los 
métodos alternativos tienen la  característica de ser más rápidos, fáciles de 
utilizar y se pueden analizar en una menor unidad de tiempo. Los métodos 
inmunoenzimáticos, como los kit VIDAS®, detectan antígenos de los 
microorganismos en muestras de alimentos que han sido previamente 
enriquecidas (Biomérieux, 2013). Estos métodos constan de menos etapas 
y son sensibles y específicos que los métodos tradicionales sin embargo 
en el trabajo de Riquelme en el 2015 usa el método Vidas obteniendo 
resultados con una sensibilidad de 94.45% es decir que no podríamos 
trabajar con un aseguramiento de K=2 por lo tanto los parámetros a usar 
en un intercomparativo debe basarse en otros estadísticos; siendo la 
sensibilidad relativa de 99.01%  
Si bien es considerado el método Vidas o el método MDS uno de los 
métodos rápidos para descarte de Salmonella, sin embargo, estos métodos 
detectan partículas o partes del ADN de la Salmonella y no células viables, 
por tanto, sería un ensayo presuntivo y no un ensayo de detección. Sin 
embargo, en las muestras analizadas en los tiempos estimados de este 
ensayo se detectaron la presencia de Salmonella en todas las muestras 
artificialmente inoculadas a fin de demostrar que este ensayo es eficiente y 
eficaz. 
 
IX. CONCLUSIONES 
- El análisis para la detección de Salmonella spp, realizado por el 
método tradicional permite obtener resultados confiables pero es un 
proceso bastante largo y solo se obtienen resultados presuntivos 4 días 
después de que se inicia el proceso. 
- El análisis para la detección de Salmonella enterica spp por el método 
propuesto, usando la primera parte del método tradicional ISO variando 
el agar selectivo cromogenico, permite obtener un resultado presuntivo 
o negativo, 4 días después de iniciado el proceso. Solo cuando se 
obtienen resultados presuntivos estos deben ser confirmados con 
pruebas serológicas y bioquímicas durante dos días adicionales. 
- La prueba de identificación bioquímica permite detectar el género 
Salmonella enterica spp. 
- La similitud entre los resultados obtenidos del análisis de la harina de 
pescado por el método tradicional y por el método propuesto (MERs), es 
la prueba de que si se pueden obtener resultados confiables por el 
método alternativo para el fin previsto. 
- La sensibilidad calculada de acuerdo a los resultados obtenidos fue de 
100%, es decir que el método MERs  tiene una alta capacidad de 
detectar un alto número de muestras verdaderamente positivas.  
- El valor de sensibilidad (100%) obtenido, es igual al  que reporta 
anualmente la ISO como resultado del ensayo intercomparativo anual. 
- La especificidad calculada fue de 100% es decir que el método 
MERs  detecta exactamente el microorganismo de interés aun 
cuando hay otra flora acompañante en la muestra.   
- Después de realizar todos los aseguramientos del método y 
aseguramiento de los resultados, los cuales son requisitos mandatorios 
en la norma ISO 17025; se comparar los resultados obtenidos por el 
método de referencia para las pruebas de detección de Salmonella 
spp con los resultados obtenidos por el método alternativo y teniendo 
en cuenta los resultados satisfactorios obtenidos de los parámetros 
analizados, se valida el método MERs para la detección de Salmonella 
spp en h a r i n a  d e  p e s c a d o  ( materia prima usada para la 
elaboración de piensos para animales). 
 
X. RECOMENDACIONES 
Para las pruebas de validación realizar no menos de 10 repeticiones; 
mientras mayor son las repeticiones la data arroja un valor certero de 
exactitud.  
Para poder obtener mayor alcance se recomienda ampliar las variedades 
de matrices siguiendo la normativa de preparación de muestras; para ello 
considerar las temperaturas de incubación según la naturaleza de la matriz.  
Para validar la robustez de método y obtener un valor referencial se 
recomienda inocular en concentraciones más sesgadas y en diferentes 
matrices. Considerar otra flora acompañante de interferencia para poder 
reconocer competencia del analito. 
Es importante tener data referencial de incidencia por cuadro patológico 
de salmonelosis, es por ello que debemos considerar un banco de 
información de estas incidencias y trabajarlas junto al Instituto Nacional de 
la Salud y a su vez Organización Panamericana de la Salud.  
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XII. ANEXOS 
 
a. Ficha de seguridad Agar RAMBASH 
b. Pruebas de especificidad del Agar Rambash 
c. Fundamento del agar  Rambash. 
Alain fundamenta este agar de recuperación para Salmonella spp. En 
función al componente principal el cual es el Propilenglicol junto al indicador 
13-Galactosidasa ayuda a diferenciar Salmonella de Proteus spp y demás 
miembros de los Enterobacereaceae;  también usa el Desoxicolato como 
inhibidor de otros microorganismos. 
 
Figura 14: Comparación de tres cepas diferentes en agar 
RAMBASH (Rambash A. - 1990) 
 
 
 Figura 15: Kit Agar RAMBASH (Presentación comercial) 
 
